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Abstract 
Mushrooms are part of the ecosystem and they have regulatory and  maintenance 
functions. They are macrofungi very important in many areas, such as gastronomy, where 
they are highly appreciated, as medicine value. However, some mushroom species can 
be confused with edible species leading to poisoning, which can be fatal. The current 
identification process involves the observation of morphological characteristics 
(macroscopic and microscopic) and organoleptic characteristics (odor and/or flavor) of 
mushroom. 
The aim of this work was to search molecules which could be used as toxicity 
markers in mushrooms species. Chemotaxonomic analysis were developed through the 
determination of amino acids (AA), fatty acids (FA), sterols and also volatile compounds, 
using GC-MS techniques. Results from these analyses were treated using target and 
untarget approaches and using statistical methods such as PCA and PLS-DA. 
  Two methods were applied in GC-MS for the analysis of 31 species of mushrooms 
(15 toxic and 16 edible). The first method consisted of a procedure for extraction of amino 
acids, fatty acids and sterols. The result was the identification of 25 compounds and 21 
were quantified. The second method used was a procedure for HS-SPME/GC-IT/MS to 
determine the volatile profile of mushrooms species. The analysis resulted in the 
identification of 42 volatiles.  
It‟s encouraged carrying out further studies over the identified compounds, since 
they may be important in the identification of toxic mushrooms, and also to unscramble 
the volatile molecules responsible for the distinction of mushrooms by animals such as 
dogs and pigs. This work identified potential candidates to be chemotaxonomic markers, 
however, additional studies are needed to investigate the application of these compounds, 
as well as, to understand the biochemical mechanisms responsible by its formation. 
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Sumário 
Os cogumelos fazem parte de diferentes ecossistemas apresentando funções de 
regulação e manutenção, assim como integram a dieta do homem, sendo o seu valor 
gastronómico e medicinal muito apreciado. Porém, existem espécies de cogumelos 
tóxicas que são confundidas com espécies comestíveis dando origem a intoxicações que 
podem ser fatais. O processo de identificação passa pela observação das características 
morfológicas (macroscópicas e microscópicas) e organolépticas (cheiro e/ou sabor) do 
cogumelo. 
O objectivo deste trabalho foi procurar compostos de baixo peso molecular 
(metabolitos) que pudessem ser marcadores de toxicidade. Com este intuito recorreu-se 
à determinação do perfil de aminoácidos (AA), ácidos gordos (AG), esteróis e, também, 
de compostos voláteis usando a cromatografia gasosa e a espectrometria de massa 
como técnica analítica. Para a interpretação dos resultados foram usadas técnicas de 
análise direccionada e não direccionada, usando métodos estatísticos como ACP e PLS-
DA. 
No presente trabalho, aplicaram-se dois métodos de análise por GC-MS para a 
análise de 31 espécies de cogumelos (15 tóxicas e 16 edíveis). O primeiro consistiu num 
procedimento para extracção de aminoácidos, ácidos gordos e esteróis. O resultado foi a 
identificação de 25 compostos, dos quais 21 foram quantificados. O segundo método 
aplicado foi um procedimento de HS-SPME/GC-IT/MS para determinar o perfil volátil das 
espécies de cogumelos. A análise resultou na identificação de 42 compostos voláteis. 
Incentiva-se a realização de estudos subsequentes sobre os compostos 
identificados, uma vez que podem ter importância na identificação de cogumelos tóxicos 
e, também, a decifrar as moléculas voláteis responsáveis pela distinção de cogumelos 
por animais, como cães e porcos. Neste trabalho identificaram-se potenciais candidatos a 
marcadores quimiotaxonómicos, no entanto, são necessários estudos complementares 
para investigar a aplicação destes compostos, bem como compreender a sua origem e 
mecanismos bioquímicos envolvidos na sua formação. 
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1.1. Cogumelos: definição e classificação taxonómica 
Os cogumelos, também designados por macrofungos, carpóforos ou 
esporocarpos, são fungos que produzem estruturas reprodutoras macroscópicas maiores 
que 1 mm (Kirk et al., 2008). 
A maioria, encontra-se inserida nas classes Ascomycetes e Basidiomycetes 
pertencentes, respectivamente, aos filos Ascomycota e Basidiomycota do Reino Fungi. 
As espécies que fazem parte do filo Ascomycota possuem estruturas reprodutoras 
em forma de bolsa, denominadas por ascos, no interior dos quais são produzidos os 
esporos (ascósporos). Uma grande fracção dos cogumelos que integram este filo, 
pertencem à classe Ascomycetes, ordem Pezizales e famílias Morchellaceae, 
Pezizaceae, Helvellaceae, Tuberaceae e Terfeziaceae (Kirk et al., 2008)  
Os fungos incluídos no filo Basidiomycota possuem basídios, que são as 
estruturas responsáveis pela produção dos esporos (basidiósporos). Alguns dos fungos 
podem apresentar basídios septados, transversalmente ou longitudinalmente, ou então, 
não septados.  
Os fungos que integram este filo, pertencem à classe Basidiomycetes que se subdivide 
em duas subclasses, Tremellomycetidae e a Agaricomycetidae. A maioria dos cogumelos 
que integram a subclasse Tremellomycetidae está englobada nas ordens Auriculares e 
Tremellales. A subclasse Agaricomycetidae está incluída na ordem Agaricales (Kirk et al., 
2008). 
A maioria das espécies de cogumelos correspondem a corpos de frutificação 
carnudos, divididos geralmente em pé (estipe) e chapéu (píleo), que apresenta na parte 
inferior o himenófero, onde se encontra alojado o himénio (tecido reprodutor) (Figura 1). 
Dependendo das espécies podem ainda surgir outras estruturas como a presença de 














Figura 1. Estrutura de um cogumelo agaricoide. 
 
Os cogumelos são seres quimioheterotróficos, inaptos em fixar o dióxido de 
carbono e, por consequência, produzir o seu próprio alimento. Por essa razão, a 
obtenção de nutrientes é feita através da absorção de compostos provenientes do 
substrato colonizado pelo fungo, através do micélio. O substrato colonizado pelos 
cogumelos pode variar entre raízes de plantas (associação simbiótica), matéria orgânica 
morta ou hospedeiros vivos (a maioria plantas) permitindo a sua classificação nos grupos 






Figura 2 - Principais grupos taxonómicos dos cogumelos.  
Fonte: Adaptado de Baptista (2007) . 
Reino Fungi 
 















1.2. Importância nutricional e medicinal dos cogumelos 
Os cogumelos fazem parte dos diferentes ecossistemas apresentando funções de 
regulação e manutenção, assim como integram a dieta quotidiana do homem, sendo o 
seu valor culinário muito apreciado (Pinho et al., 2008).  
O uso de cogumelos na gastronomia tem origem, nas civilizações antigas.. A 
qualidade e quantidade do seu conteúdo proteíco, tem despertado o interesse do seu uso 
na dieta alimentar. Alguns estudos revelam que aminoácidos essenciais, como o ácido 
aspártico e glutâmico, presentes na composição dos cogumelos contribuem para as suas 
características organolépticas, nomeadamente, o sabor. Os componentes nutricionais, 
tais como proteínas, hidratos de carbono e vitaminas garantem o reforço do organismo. 
(Léon-Guzmán et al., 1997). 
Um dos exemplos mais conhecidos é o Tuber magnatum Pico & Vitt, um fungo 
micorrízico, que faz permuta de minerais e compostos ricos carbono com raízes de 
plantas; esta espécie de cogumelo, conhecida como Trufa Branca, é uma das mais 
apreciadas gastronomicamente e com maior valorização económica pela dificuldade da 
apanha e pela escassez da mesma (Baptista, 2007).  
Para além do interesse gastronómico, os cogumelos têm importância na área da 
medicina, por conterem compostos bioactivos. É reconhecido que numa dieta regrada, o 
consumo regular de cogumelos pode auxiliar no controlo e modulação de várias funções 
corporais, contribuindo para um melhor estado de saúde e manutenção da qualidade de 
vida (Garcha et al., 1993). Vários estudos demonstram que os cogumelos podem ter 
acções antiaterosclerótica, antimicrobianas, antioxidantes e antineoplásicas (Guillamón et 
al., 2010; Smânia et al., 1995; Mau et al., 2002; Wasser, 2002).  
Um macrofungo com interesse nesta área é a Ganoderma lucidum (Curtis) P. 
Karst. Este é consumido no continente asiático, nomeadamente no Japão e na China, 
bem como utilizado na medicina tradicional chinesa, como promotor de saúde e bem-
estar uma vez que a sua utilização visa a regulação dos níveis de glucose no sangue, a 
modulação do sistema imunitário e a hepatoprotecção (Wasser, 2002).  
Outro exemplo é o do Fomes fomentarius (L.) FR. conhecido pelas suas 
propriedades medicinais. É comumente utilizado na Índia para o tratamento de 
perturbações gastrointestinais dado que esta espécie auxilia o movimento peristáltico 
(Wasser, 2005). 
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  Devido às diversas finalidades dos cogumelos, Chang et al. (2004), propôs que 
estes fossem divididos em diferentes categorias de forma a catalogar/diferenciar, cada 
espécie de acordo com as suas propriedades: 
a) Cogumelos comestíveis (ex: Agaricus bisporus)  
b) Cogumelos com fins terapêuticos (ex: Ganoderma lucidum)  
c) Cogumelos tóxicos (ex: Amanita phalloides)  
d) Cogumelos ainda não catalogados em nenhuma das anteriores. 
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1.3. Cogumelos – Importância da sua identificação  
Como referido no tópico anterior, a divisão dos cogumelos, nos seus diferentes 
grupos, permite-nos verificar que nem todos são comestíveis, e nem todos têm valor 
medicinal. Existe assim, uma terceira categoria que inclui uma imensa variedade de 
espécies de cogumelos, como a Amanita phalloides (Vaill. Ex Fr.) Link e Mycena rosea 
Gramberg que podem colocar em perigo aqueles que se aventuram na apanha e 
consumo.  
 A prevenção de uma qualquer intoxicação passa por evitar o consumo destes 
cogumelos. Essa tarefa torna-se mais difícil, uma vez que, em muitos casos, se confunde 
uma espécie, habitualmente comestível com outra, muito similar mas tóxica.  
Na Europa estima-se o crescimento de milhares de espécies de cogumelos. 
Dessas espécies, uma pequena parte são consideradas tóxicas o que indica que apesar 
da probabilidade da apanha de um cogumelo tóxico ser baixa, uma vez que o número de 
cogumelos comestíveis é superior aos tóxicos essa possibilidade existe e pode ter 
consequências sérias (Schenk-Jaeger et al., 2012).   
Assim sendo, a única forma de se evitar uma intoxicação mortal é ingerindo 
apenas, e só, cogumelos cuja identificação não ofereça quaisquer dúvidas. Esta tarefa, 
baseada sobretudo pela observação das características morfológicas (macroscópicas e 
microscópicas) e organolépticas (cheiro e/ou sabor) do cogumelo, é bastante árdua e 
difícil de executar. Adicionalmente, a ocorrência de alterações das suas características 
morfológicas, dependendo do seu estádio de desenvolvimento e dos factores ambientais, 
pode dificultar ainda mais a correcta identificação das espécies. Como ilustração destas 
situações podem ser referidos o caso da A. phalloides (espécie tóxica) muitas vezes 
confundida com a espécie comestível Volvariella volvacea, por apresentarem grandes 
semelhanças morfológicas em termos (Persson, 2003). 
Para evitar situações que possam comprometam a saúde, a melhor forma de 
prevenção será recorrer a micologistas que ajudem na correcta identificação e, dessa 
forma, prevenir erros que poderão ser fatais. 
Uma outra parte das intoxicações não é reflexo de erros de identificação, mas sim, 
do consumo intencional de espécies alucinogénicas e psicoativas, como as Psilocybe 
spp., para fins recreativos ou religiosos, provocando no consumidor várias alterações, 
nomeadamente mudanças sensoriais e cognitivas (Griffiths et al., 2006).  
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1.3.1. Cogumelos – Características macroscópicas 
A identificação de cogumelos é uma actividade estimulante e desafiante. Embora 
algumas espécies sejam relativamente simples de identificar, porque possuem 
características morfológicas distintivas evidentes, a maioria dos cogumelos necessita 
para a sua identificação de informações detalhadas, não só sobre as suas características 
intrínsecas (maioritariamente morfológicas), mas também sobre o habitat onde ocorrem. 
Estas informações, quando comparadas com as descrições de floras e guias de 
identificação, podem permitir a identificação da espécie (Gume, 2012).  
A identificação de cogumelos inclui a observação de determinados detalhes 
macroscópicos (externos e internos) e microscópicos. Cada grupo taxonómico de 
cogumelos apresenta um conjunto de caracteres morfológicos macroscópicos específicos 
para a sua identificação. No entanto, na maioria dos cogumelos (sobretudo agaricóides) 
as características externas são avaliadas ao nível do pé (estipe), chapéu (píleo) e 
himenóforo (Tabela 1). Na descrição de cada uma destas partes devem ser incluídas, por 
exemplo, as suas medidas, a forma, a cor e alterações de cor e o revestimento. No caso 
do estipe deve ainda ser avaliada a presença de anel, cortina ou volva. 
As características macroscópicas internas, que incluem a carne do cogumelo, 
também são importantes na caracterização uma vez que a sua cor e textura (granulosa 
ou fibrosa), também poderão ser fundamentais na distinção de espécies.  
As características microscópicas são analisadas em laboratório, onde são 
removidas e visualizadas porções de cogumelo ao microscópio, para observação do 
aspecto da cutícula, esporos e dos basídios (Gume, 2012). As estruturas microscópicas 
mais relevantes são associadas ao himénio. 
As características organolépticas, como o odor e sabor, são igualmente 
informações valorizadas, uma vez que os cogumelos, enquanto jovens, emanam odores 
característicos e agradáveis com cheiros a anis, frutados ou florais, muitos dos quais já 
publicados (Rapior et al., 2002; Malheiro et al., 2013). Esta característica permite a 
identificação de grupos taxonómicos específicos. Por exemplo, o odor a farinha é típico 
de algumas espécies, como Calocybe gambosa, Entoloma lividum e Clitopilus prunulus; o 
odor a anis é comum de Agaricus silvicola e Clitocybe odora; enquanto que o odor a nabo 
e damasco são característicos de algumas espécies dos géneros Hebeloma e 
Cantharellus, respectivamente (Courtecuisse et al., 2005). 
Estas características podem, contudo, sofrer alterações consoante o estado de 
maturação em que o cogumelo se encontra (Rodríguez, 2012). 
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Tabela 1 – Descrição macroscópica dos cogumelos. 
Fonte: Adaptado de http://www.micobiotas.fc.ul.pt/CentroMicologia/ 
Chapéu 
Forma mais reconhecida dos 
cogumelos, muito parecido 
com um chapéu-de-chuva que 
apresenta inúmeras formas. 
 
Himénio 
Zona mais importante do 
cogumelo, uma vez que é 




Caracteriza-se por um véu que 
reveste a zona inferior do 
chapéu de forma a proteger o 
himénio, encontra-se em 




Parte responsável pela 
sustentação do cogumelo. 
 
Volva 
Tem origem na membrana que 
cobre o cogumelo quando 
jovem acabando por se 
fragmentar à medida que 
ocorre o crescimento. 
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1.4. Compostos voláteis em cogumelos 
A qualidade de um cogumelo determina-se através da sua cor, odor, sabor e 
textura, sendo o seu aroma, a característica mais importante e resultante da presença de 
compostos voláteis.  
Nos cogumelos existem vários compostos de diferentes grupos funcionais, 
nomeadamente ácidos carboxílicos, aldeídos, cetonas, ésteres, fenóis e álcoois, sendo 
que este último grupo é o que abrange mais compostos.  
Compostos com estruturas de 8 carbonos são os que mais contribuem para o 
odor característico dos cogumelos, cerca de 50% da fracção total dos voláteis extraídos, 
contribuindo para a percepção olfactiva „’mushroom like’’, em português, „‟tipo-cogumelo‟‟ 
(Cho et al., 2006). O mais conhecido como „‟o álcool dos cogumelos‟‟ é o 1-octen-3-ol que 
foi identificado pela primeira vez em 1938 na espécie Tricholoma matsutake. Outros 
compostos também foram identificados com odores muito distintos, tal como o álcool 
benzílico (odor a amêndoas) e a 3-octanona (cheiro doce e frutado) (Combet et al., 2006; 
Ribeiro et al., 2009).  
Linalol e limoneno foram detectados em quantidades variáveis entre 7,6% e 
48,7% nas espécies Clitocybe fragrans e Tricholoma fracticum, respectivamente; sendo 
que 47,6% da porção total de voláteis foram identificados no T. fracticum. Estes 
compostos estão relacionados com o odor floral, cítrico e frutado característico de alguns 
cogumelos (Malheiro et al., 2013). 




Tabela 2 - Compostos voláteis presentes em cogumelos e seus aromas. 






































1.5. Composição dos cogumelos – Proteínas e ácidos gordos 
Os cogumelos são um alimento rico em proteínas, hidratos de carbono e fibras. 
Em contrapartida, possui baixo teor em gorduras (Cheung, 2010).  
Petrovska (2001) determinou a quantidade de proteína presente em cogumelos 
(matéria seca), tendo obtido uma média de 32,6%. Na espécie Calocybe gambosa, o teor 
máximo é de aproximadamente 49% e nas C. cibarius 16,2%;  
Os lípidos, onde se incluem os ácidos gordos, abrangem, também, 
monoglicéridos, diglicéridos, triglicéridos, fosfolípidos e esteróis (Chang et al., 2004). Em 
média, os lípidos representam 4% do peso seco do cogumelo (Léon-Guzmán et al., 
1997). Os ácidos gordos descritos são variados; no entanto, os mais comuns e com 
maior importância, são os saturados e insaturados, nomeadamente, o ácido palmítico 
(C16:0) e os ácidos linoleico (C18:2n-6) e oleico (C18:1n-9) (Kalac, 2009). Os ácidos de 
cadeia longa, ác. linoleico e ác. oleico, são fundamentais à dieta, uma vez que regulam o 
metabolismo lipídico, devido à sua interacção com enzimas e factores de transcrição 
(Wolfrum et al.,2000).Os ácidos gordos correspondem a 0,1% - 0,3% do peso fresco do 
cogumelo.  
Os ácidos gordos são precursores de compostos voláteis com estrutura de oito 
carbonos. O ácido linoleico, enquanto substrato enzimático, por mecanismos de oxidação 
e clivagem, dá origem ao 1-octen-3-ol, 3-octanol e 1-octen-3-ona. (Combet et al., 2006; 




1.6. Metabolómica – Determinação do perfil metabolómico 
A Metabolómica tem como objectivo determinar os metabolitos de uma dada 
amostra, identificando-a e caracterizando-a (German et al., 2005).  
Esta é uma preciosa ferramenta nas áreas da investigação científica (Cevallos-
Cevallos et al., 2009). O metaboloma é um conjunto de metabolitos definido como o 
agregado de todas as moléculas de baixo peso molecular que se encontram nas células 
e participam em reacções metabólicas que contribuem para as actividades de 
manutenção, crescimento e funcionamento da célula (Dunn et al., 2005; Warwick et al., 
2005). 
Os metabolitos procurados são normalmente proteínas, ácidos gordos, hidratos de 
carbono, vitaminas e lípidos, para além do interesse em outros elementos que possam 
apresentar relevância para o estudo em causa (Warwick et al., 2005). 
Frisvad et al. (2008) definem metabolito secundário como um composto químico 
produzido por uma espécie fúngica a partir de um substracto. Os perfis de metabolitos 
secundários são compilados por técnicos e incluem todos os compostos produzidos, 
incluindo, toxinas e antibióticos. As técnicas de determinação do perfil metabólico 
realizam-se para classificar quimiotaxonomicamente espécies, dado que possibilitam o 
estudo da composição química de uma amostra e, muitas vezes, juntamente com uma 
análise de DNA permite identificar espécies fúngicas pois, como se sabe, o DNA é um 
código único e específico de cada ser (Niesel et al., 2003). 
A Metabolómica tem-se desenvolvido ao longo dos anos pelas diferentes áreas e 
diversas aplicações (tabela 3), recorrendo, sobretudo, ao uso de técnicas de 
espectrometria de massa (SM) e de ressonância magnética nuclear (NMR) (Warwick et 
al., 2005), pode classificar-se em direccionada („‟targeted‟‟) ou não direccionada („’non-
targeted’’). A análise direccionada visa a determinação de um grupo de metabolitos 
específico, desenvolvendo a sua identificação e quantificação. O estudo não direccionado 
propõe-se à determinação de um maior número de metabolitos e das alterações 
provocadas, sem necessariamente identificar um grupo em particular (Cevallos-Cevallos 




Tabela 3 - Diferentes aplicações da metabolómica. 
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Determinação de biomarcadores (Le Gall et al., 2003) 
Determinação do stress bioquímico ou ambiental (Le Gall et al., 2003) 
Caracterização de bactérias (Vaidyanathan et al., 2002) 
Avaliação da saúde humana (Watkins et al., 2002) 
Engenharia metabólica (Teusink et al., 2000) 
 
A análise direccionada, que se refere à determinação de um grupo de metabolitos 
definido, engloba a análise ‘‘target’’ que visa o estudo qualitativo e quantitativo de um ou 
vários metabolitos de interesse, os alvos („’targets’’). Abrange, também, o estudo do perfil 
metabólico que executa a identificação e quantificação de metabolitos pré-definidos que 
estão, muitas vezes, relacionados com uma via bioquímica específica (Roessner et al., 
2009). 
A análise „’non-targeted’’ inclui duas metodologias, nomeadamente o 
‘’fingerprinting’’ metabólico que é um método rápido e global com o intuito de fornecer 
uma resposta abrangente dos componentes existentes numa dada amostra e, assim, 
atribuir uma assinatura sob a forma de impressão digital metabólica („‟fingerprinting’’) da 
amostra. A análise metabolómica também se inclui nesta abordagem, dado que, tem o 
intuito de determinar, qualitativa e quantitativamente todos os metabolitos sintetizados 






















– „‟alvos‟‟.   
Identificação de um 







Análise quantitativa e 
















Figura 3 - Estratégias para as análises metabolómicas.   
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2. Objectivos 
O objectivo principal desta tese consistiu na caracterização de cogumelos tóxicos 
e não tóxicos através da caracterização dos seus perfis metabólicos, recorrendo à técnica 
de GC-IT/MS, quer utilizando técnicas de análise direccionadas (“target”) quer não 
direccionadas („’non-target”). 
i) Utilização da técnica HS-SPME/GC-IT/MS para estabelecer o perfil de 
compostos voláteis em amostras de cogumelos 
Recorreu-se à técnica de cromatografia gasosa com detecção de massa por „‟ion 
trap’’ para traçar o perfil metabólico dos componentes das amostras analisadas – 
abordagem „‟non-target‟‟.  
Analisou-se os dados através de métodos estatísticos –PLS-DA – com o objectivo 
de identificar metabolitos que permitam diferenciar espécies de cogumelos. 
ii) Análise multi-target para determinação de metabolitos em amostras de 
cogumelos 
Este ponto propõe-se à identificação e quantificação de metabolitos da classe dos 
aminoácidos, ácidos gordos e esteróis em espécies de cogumelos comestíveis e tóxicos 
– abordagem direccionada. 
Aplicou-se o método não direccionado com a execução de análise estatística – 
PLS-DA - para comparar toda a informação contida nos cromatogramas totais de todos 
os compostos tratados com MSTFA (compostos com grupos hidroxilo e amina). 
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3. Materiais e métodos 
3.1. Amostras 
3.1.1. Origem  
As diferentes espécies de cogumelos são provenientes da região de Trás-Os-
Montes: Bragança, Carrazeda de Ansiães e Macedo de Cavaleiros (Tabela 4). Após a 
colheita, as amostras refrigeradas foram enviadas para o laboratório de Toxicologia 
(FFUP). Após lavagem, uma parte da amostra foi imediatamente analisada por HS-
SPME-GM-IT/MS e outra parte foi liofilizada.  
 
Tabela 4 – Caracterização das espécies de cogumelo analisadas. 
Código Espécies Características Origem Habitat
Data da 
colheita
AS Agaricus sylvicola  (Vittad.) Perck Edível Grandais Pinus pinaster  e Castanea sativa Out. 2013
AC Amanita citrina (Schaeff.) Pers. Tóxico
a Grandais Pinus pinaster  e Castanea sativa Nov. 2013
AM Amanita muscaria  (L.) Lam. Tóxico Grandais Pinus pinaster  e Castanea sativa Out. 2013
APT Amanita pantherina  (DC.) Krombh. Tóxico Morais Quercus suber Nov. 2013
AP Amanita phalloides (Vaill. ex Fr.) Link Tóxico Grandais Pinus pinaster  e Castanea sativa Out. 2013
AV Amanita vaginata (Bull.) Lam. Tóxico Grandais Pinus pinaster  e Castanea sativa Out. 2013
AR Amanita rubescens Pers. Tóxico
a Zedes Pinus pinaster Nov. 2013
BA Boletus aereus Bull. Edível Grandais Pinus pinaster  e Castanea sativa Out. 2013
BE Boletus edulis  Bull. Edível Grandais Pinus pinaster  e Castanea sativa Out. 2013
BQ Boletus queletii Schulzer Edível Grandais Pinus pinaster  e Castanea sativa Out. 2013
CD Clitocybe dealbata var rivulosa (Pers.) P. Kumm Tóxico Grandais Pinus pinaster  e Castanea sativa Out. 2013
CG Clitocybe gibba (Pers.) P. Kumm. Edível Grandais Pinus pinaster  e Castanea sativa Nov. 2013
CO Clitocybe odora (Bull.) P. Kumm. Edível Grandais Pinus pinaster  e Castanea sativa Nov. 2013
FH Fistulina hepatica  (Schaeff.) With. Edível Grandais Pinus pinaster  e Castanea sativa Out. 2013
HF Hypholoma fasciculare (Fr.) P. Kumm. Tóxico Grandais Pinus pinaster  e Castanea sativa Out. 2013
LL Laccaria laccata (Scop.) Cooke Edível Grandais Pinus pinaster  e Castanea sativa Nov. 2013
LP Laccaria purpureabaria Reid. Edível Zedes Pinus pinaster Nov. 2013
LC Lactarius chryssorrheus Fr. Tóxico Morais Quercus suber Nov. 2013
LD Lactarius deliciosus (L.) Gray Edível Zedes Pinus pinaster Nov. 2013
LN Lepista nuda (Bull.) Cooke Edível Grandais Pinus pinaster  e Castanea sativa Nov. 2013
MM Melanoleuca melaleuca (Pers.) Murrill Edível Grandais Pinus pinaster  e Castanea sativa Nov. 2013
MR Mycena rosea Gramberg Tóxico Grandais Pinus pinaster  e Castanea sativa Nov. 2013
PI Paxillus involutus (Batsch) Fr. Tóxico Grandais Pinus pinaster  e Castanea sativa Out. 2013
RC Russula cyanoxantha (Schaeff.) Fr. Edível Grandais Pinus pinaster  e Castanea sativa Out. 2013
TM Tremella mesenterica Retz. Edível Grandais Pinus pinaster  e Castanea sativa Nov. 2013
TA Tricholoma acerbum (Bull.) Vent. Tóxico
b Grandais Pinus pinaster  e Castanea sativa Out. 2013
TE Tricholoma equestre (L.) P. Kumm. Tóxico Morais Quercus suber Nov. 2013
TS Tricholoma sejunctum  (Sow. ex Fr.) Quél. Edível Morais Quercus suber Nov. 2013
TSF Tricholoma sulfureum (Bull. ex Fr.) P. Kumm. Tóxico Grandais Pinus pinaster  e Castanea sativa Nov. 2013
TU Tricholoma ustale (Fr.) P.Kumm. Tóxico Morais Quercus suber Nov. 2013
XS Xerocomus subtomentosus (L.) Quél. Edível Morais Quercus suber Nov. 2013




Figura 4 - Imagens representativas de uma parte das amostras dos cogumelos provenientes da região 
de Trás-Os-Montes. 1 - Amanita muscaria (L.) Lam.; 2- Melanoleuca melaleuca (Pers.) Murrill; 3 - 
Amanita citrina (Schaeff.) Pers.; 4 - Tricholoma equestre (L.) P.Kumm.; 5 – Clitocybe dealbata 
(Sowerby) P. Kumm.; e 6 – Hypholoma fasciculare (Huds.:Fr.) P. Kumm. 
 
3.1.2. Tratamento das amostras 
Inicialmente, as amostras foram lavadas para a remoção de vestígios de terra. 
Posteriormente, cortaram-se os cogumelos em pequenas porções: 
a) 5 g foram colocadas em frascos de pequeno volume (20 mL), devidamente selados, 
para serem analisados num curto espaço de tempo através de „’Headspace’’-
microextracção em fase sólida combinada com cromatografia gasosa. Cada amostra 
foi analisada em triplicado; 
b) a restante porção dos cogumelos foi congelada a -20±1ºC até serem submetidos a 
um processo de desidratação, a liofilização.  
Todas as amostras liofilizadas foram trituradas e tamizadas com um tamiz de 910 
μm de forma a obter uma amostra homogénea. Naquelas em que ainda era evidente a 
presença de humidade foram colocadas na estufa para evitar a sua deteriorização. Foram 
armazenadas hermeticamente à temperatura ambiente e atmosfera de humidade 
controlada, até serem submetidas à análise de aminoácidos (AA), ácidos gordos (AG) e 
de esteróis.  
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3.2. Padrões  
Os padrões utilizados para a análise ‘’multi-target’’ e compostos voláteis 
provenientes da Sigma (St. Louis, MO, USA) foram: Alanina (≥ 98%), asparagina (≥ 98%), 
ácido aspártico (≥ 98%), cisteína (≥ 98%), glutamina (≥ 98%), glicina (≥ 99%), histidina (≥ 
98%), trans-4-hidroxiprolina (≥ 98%), isoleucina (≥ 98%), leucina (≥ 98%), lisina (≥ 98%), 
metionina (≥ 98%), fenilalanina (≥ 98%), prolina (≥ 99%), serina (≥ 99%), treonina (≥ 
98%), triptofano (≥ 98%), tirosina (≥ 98%), valina (≥ 98%), norvalina (≥ 99%), aráquico (≥ 
97%), araquidónico (≥ 99%), cáprico (≥ 99%), ácido docosa-hexaenóico (DHA) (≥ 98%), 
5,8,11,14,17-eicosapentaenóico (EPA) (≥ 99%) cis-11-eicosenóico (≥ 99%), ácido láurico 
(≥ 95%), ácido margárico (≥ 98%), ácido linoleico (≥ 99%), ácido mirístico (≥ 99%), ácido 
oleico (≥ 99%), ácido palmítico (≥ 99%), ácido pelárgico (≥ 99%), ácido pentadecíclico (≥ 
99%) e ácido esteárico (≥ 99%), metil-linolelaidato (≥ 99%), β-cholestanol (≥ 99%), 
colesta-3,5-dieno (≥ 95%), colesterol (≥ 95%), ergosterol (≥ 95%), fucosterol (≥ 95%), β-
sitosterol (≥ 97%), desmosterol (≥ 85%), trans-2-octenal, trans-2-octen-1-ol, linalol, 
nerolidol, 2-nonanona, octanal, 3-metilbutanal, pentanal, N-metil-N-(trimetilsilil)-
trifluoroacetamida (MSTFA). Etanol absoluto (≥ 99.9%) da Carlo Erba Reagents (Milão, 
Itália), o reagente 1-octen-3-ol (≥ 95%), 3-octanol (≥ 97%), 3-octanona (≥ 98%), 1-octen-
3-ona, fenilacetaldeído (≥ 95%), benzaldeído (≥ 98%) e hexanal (≥ 97%) da SAFC 
(Steinheim, Alemanha). 
 
3.3. Soluções Padrão 
 
 As soluções padrão para determinação de compostos voláteis foram preparadas, 
individualmente, com água desionizada, e armazenadas a uma temperatura de ± 4±1ºC 
até ao dia do trabalho laboratorial. 
As soluções de padrão interno para a análise de aminoácidos, ácidos gordos e 
esteróis, respectivamente, norvalina, metil-linolelaidato e desmosterol foram preparadas 
com recurso a etanol absoluto e armazenadas a uma temperatura de -20±1ºC até à 
realização da análise (Pereira et al., 2012). 
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3.4. Determinação de aminoácidos, ácidos gordos e esteróis (ensaio ‘’multi-
target’’) 
 3.4.1. Extracção dos metabolitos 
 A análise „‟multi-target’’ teve como base a técnica utilizada por Carvalho et al. 
(2014), com algumas alterações. 
Procedeu-se à pesagem de 100,00 ± 2,00 mg de amostra para frascos de vidro, 
aos quais foram adicionados 40 µL de solução de padrão interno de norvalina (0,30 g/L), 
10 µL de solução de padrão interno de metil-linolelaidato (10,00 g/L) e 40 µL de solução 
de padrão interno de desmosterol (2,00 g/L). Perfez-se um volume de 2,00 mL com 
etanol absoluto. Após homogeneização, as amostras foram filtradas através de 
membranas milipore de 0,45 µm. 50 µL do extracto foi seco numa atmosfera de azoto. 
Adicionou-se ao resíduo seco, 50 µL de reagente de derivatização (MSTFA). O frasco foi 
selado, homogeneizado e colocado na manta de aquecimento a 40 ºC durante 20 min. 
No final, adicionaram-se 50 µL de acetato de etilo (Figura 5). Todas as amostras foram 
realizadas em triplicado.  
 
 





3.4.2. Equipamento  
  As análises GC-IT/MS foram realizadas num cromatógrafo gasoso Varian CP-
3800 acoplado a um detector de espectometria de massa por ‘’ion trap’’ Varian Saturn 
4000 com software versão 6.8 e com „‟autosampler‟‟ automático CombiPAL (Varian, Palo 
Alto, CA). 
 Na tabela 5 encontram-se as condições cromatográficas aplicadas na execução 
da técnica „‟multi-target’’. 
 
Tabela 5 - Condições cromatográficas da técnica ‘’multi-target’’. 
Coluna VF-5MS 30 m x 0.25 mm x 0.25 μm 
Gás de arraste Hélio C-60 Gasin (1ml/min) 
Programa de temperatura do forno  100ºC durante 1 min 
 20ºC/min até 250ºC 
 Fixa 250ºC durante 2 min 
 10ºC/min até 300ºC 
 Fixa a 300º durante 10 min 
Detector Saturn 4000 „‟ion-trap‟‟ 
Temperatura do detector  Transfer line: 280ºC 
 Manifold: 50ºC 
 Trap: 180ºC 
Gamas de massa 50 - 600 m/z 
Taxa de ‘’Scan’’ 6 scan/s 
Tempo de ionização 25.000 µs 
Modo Full scan 
Injector Split 1:40 
Temperatura do injector 250ºC 
 
3.4.3. Análise dos resultados  
Para a análise dos dados resultantes da técnica „’multi-target’’ aplicaram-se duas 
técnicas: abordagem direccionada e não direccionada.   
Na abordagem direccionada, estudaram-se os perfis de três classes de 
metabolitos – AA, AG e esteróis. A identificação realizou-se pela comparação dos tempos 
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de retenção e espectros de massa das amostras com os padrões, a partir da biblioteca 
de dados da NIST05 MS.  
Para a quantificação e comparação, injectaram-se em triplicado as amostras 
sendo que o doseamento dos metabolitos detectados realizou-se com recurso a curvas 
de calibração. Os compostos quantificados encontram-se nas tabelas 7, 8, 9 em mg/100g 
de peso de cogumelo liofilizado.  
Foi realizada uma análise dos componentes principais (ACP).  
Na abordagem não direccionada procurou-se picos cromatográficos no 
cromatograma global que permitissem identificar compostos que pudessem ser 
específicos quer das espécies tóxicas quer das edíveis. Para isso procedeu-se 
previamente ao alinhamento manual de todos os cromatogramas obtidos. Posteriormente 
com todos os dados realizou-se uma análise dos metabolitos por PLS-DA.  
3.5. Determinação de compostos voláteis 
3.5.1. Extracção de compostos voláteis 
A determinação de compostos voláteis englobou extracção através de HS-SPME 
com fibra DVB/PDMS (Divinilbenzeno/Polidimetilsiloxano) de 65 µm.  
Antes do processo extractivo por SPME adicionou-se 2,00 mL de água 
desionizada às amostras. Depois, colocaram-se as amostras no autosampler CombiPal 
da Varian dando início à pré-incubação durante 5 min, a 60 ºC, com agitação a 500 rpm. 
A fibra foi exposta durante 45 min ao headspace a 60 ºC e 250 rpm. Após a extracção, a 
fibra é removida do frasco e inserida no injector do GC-IT/MS sendo a adsorção feita 
durante 4 min a 250 ºC, iniciando a corrida (Carvalho et al., 2014).  
 
3.5.2. Equipamento 
As análises GC-IT/MS foram realizadas num cromatógrafo gasoso Varian CP-
3800 acoplado a um detector de espectometria de massa por ‘’ion trap’’ Varian Saturn 
4000 com software versão 6.8 e com „‟autosampler‟‟ automático CombiPAL (Varian, Palo 
Alto, CA). 
Na tabela 6 encontram-se as condições cromatográficas aplicadas na 
determinação de compostos voláteis. 
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Tabela 6 - Condições cromatográficas da técnica de determinação de compostos voláteis. 
Coluna VF-5MS 30 m x 0.25 mm x 0.25 μm 
Gás de arraste Hélio C-60 Gasin (1ml/min) 
Programa de temperatura do forno  40ºC durante 1 min 
 5ºC/min até 250ºC 
 Fixa 250ºC durante 20 min 
Detector Saturn 4000 „‟ion-trap‟‟ 
Temperatura do detector  Transfer line: 280ºC 
 Manifold: 50ºC 
 Trap: 180ºC 
Gamas de massa 50 - 600 m/z 
Taxa de ‘’Scan’’ 6 scan/s 
Tempo de ionização 25.000 µs 
Modo Full scan 
Injector Splitless 
Temperatura do injector 220ºC 
 
3.5.3. Análise dos resultados 
Foi aplicada abordagem não direccionada para a comparação do perfil volátil das 
amostras analisadas. Procedeu-se ao alinhamento manual dos cromatogramas obtidos e, 
seguidamente foram integradas e normalizados os valores das áreas. Os dados foram 
sujeitos a análise multivariada por PLS-DA. 
3.6. Métodos estatísticos 
Uma das principais potencialidades da análise metabolómica, particularmente a 
não direccionada, é a obtenção de grande quantidade de informação. Contudo, a riqueza 
dos dados obtidos assim como a discrepância entre o número de variáveis 
(metabolitos/sinais cromatográficos e/ou espectrais), geralmente ordens de grandeza 
superior, e o número total de amostras analisado, são uma das principais limitações e 
dificuldades aquando da análise dos dados. De facto, o manuseamento destas matrizes 
complexas com o objectivo final de extrair a informação biologicamente relevante requer 
o uso de métodos de análise multivariada robustos e não enviesados, os métodos 
quimiométricos. Estes métodos de análise são uma ferramenta preciosa para análise 
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destas matrizes uma vez que permitem a redução da dimensão dos dados e a sua 
representação de forma mais simplificada o que permite a visualização de grupos de 
amostras que sejam distinguiveis, outliers assim como padrões de discriminação 
(Dettmer et al., 2007, Liland et al., 2011 & Goodacre et al., 2004). Dentro dos métodos 
mais comummente utilizados definem-se dois grandes grupos, os métodos não 
supervisionados, como a análise de componentes principais (ACP), e os métodos 
supervisionados, como a análise discriminante por mínimos quadrados parciais (PLS-
DA). A principal diferença entre estes dois grupos de métodos prende-se com o facto de, 
nos métodos supervisionados, ser fornecida à priori informação sobre as classes a que 
as amostras pertencem. Dessa forma, a discriminação entre classes de amostras vai ser 
maximizada. Regra geral estes métodos permitem uma melhor discriminação entre 
amostras de classes diferentes mas podem estar associados a overfitting, pelo que a sua 
validação é fulcral para não retirar conclusões erróneas (Wehrens et al.,2012). 
Posteriormente à análise multivariada e conhecimento das variáveis responsáveis 
pela discriminação entre classes de amostras procede-se, geralmente, à sua 
quantificação e validação através de métodos estatísticos univariados como a ANOVA. 
 
3.6.1. Análise dos componentes principais (ACP) 
Na ACP a informação de cada uma das amostras é compactada numa nova 
variável/vector denominada score, o que permite simplificar a apresentação dos dados. 
Os scores são depois apresentados num gráfico de scores no qual as novas variáveis 
são distribuídas por diferentes componentes principais (CP). O CP1 retém e explica o 
maior grau de variância contido nos dados e os subsequentes vão reter sucessivamente 
menos variância. A separação das amostras entre si será dependente das suas 
características, neste caso o seu perfil metabólico. Assim, amostras com perfis mais 
semelhantes tendem a aparecer mais próximas na projecção gráfica das componentes 
principais enquanto que as amostras com perfis metabólicos mais distintos tendem a 
aparecer mais separadas. Enquanto solução analítica, é uma importante ferramenta de 
trabalho que leva a uma interpretação e representação dos dados obtidos de forma mais 
célere e simplificada. De facto, a apresentação dos resultados sob a forma de um gráfico 
de scores permite rapidamente identificar agrupamentos de amostras, padrões de 
separação e a presença de outliers pelo que, o ACP é muitas vezes utilizado como 
ferramenta inicial exploratória na análise multivariada. Para além do gráfico de scores, é 
ainda possível obter gráficos de loadings, que representam as variáveis (metabolitos) e a 
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sua respectiva contribuição para a discriminação entre amostras (Ivorra et al., 2012 & 
Trigg et al., 2006). 
 
3.6.2. Análise discriminante por quadrados mínimos parciais (PLS-DA) 
 Esta é uma técnica que combina a regressão dos mínimos quadrados parciais 
com uma análise discriminante. À semelhança do que acontece na ACP, nos modelos de 
PLS-DA, as fontes de variabilidade presentes nos dados são modeladas pelas variáveis 
latentes (VL) e, consequentemente, em gráficos de „‟scores‟‟ e „‟loadings‟ (Ivorra et al., 
2012 & Trigg et al., 2006). 
 
3.6.3. ANOVA 
A análise de variância, ANOVA, foi aplicada aos 
dados experimentais; os resultados foram considerados significativos 
para valores de p<0,05. As diferenças significativas entre amostras 
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4. Resultados e discussão 
4.1. Ensaio ‘’multi-target’’ 
4.1.1. Abordagem direccionada – determinação de AA, AG e Esteróis 
 Foram identificados e quantificados 9 aminoácidos, nomeadamente, a alanina, 
glicina, valina, leucina, isoleucina, prolina, serina, treonina e fenilalanina em valores de 
concentração por peso de cogumelo liofilizado (tabela 7). 
A alanina é o aminoácido presente em maior concentração nos grupos de 
cogumelos em estudo, no caso do grupo de cogumelos tóxicos, presente numa 
concentração máxima de 661 mg/100g de alanina na espécie de cogumelo P. involutus e 
nos cogumelos não tóxicos um teor de 764 mg/100g de alanina quantificada no cogumelo 
C. odora, em valor médio a alanina apresenta uma concentração média de 190 mg/100g 
em cogumelos tóxicos e, no grupo das espécies não tóxicas encontra-se este aminoácido 
com um teor médio superior: 302 mg/100g.  
Em oposição aos valores obtidos de alanina, está o aminoácido prolina, com valor 
médio de 3,81 mg/100g nas espécies tóxicas e de 5,02 mg/100g nas não tóxicas. O teor 
mínimo calculado deste aminoácido foi de 0,711 mg/100g na T. acerbum (cogumelos 
tóxicos). Ao visualizar os resultados dos cogumelos não tóxicos, o aminoácido prolina é 
aquele que, em média, apresenta menores concentrações (5,02 mg/100g). A espécie 
com a menor concentração deste metabolito, C. gibba, apresentou: 1,41 mg/100g (Tabela 
7). 
Ao comparar a concentração de glicina (17,2 mg/100g) e valina (12,4 mg/100g) 
nos cogumelos tóxicos, estes são valores inferiores aos doseados nas espécies tóxicas 
(glicina: 23,5 mg/100g; valina:18,5 mg/100g). Em média, nos cogumelos tóxicos os 
aminoácidos estavam presentes em: 17,2 mg/100g e 12,4 mg/100g, respectivamente. Ao 
comparar o teor obtido neste grupo oposto, o valor médio da glicina (23,5 mg/100g) e da 
valina (18,5 mg/100g) em cogumelos não tóxicos é superior.  
 Nos cogumelos não tóxicos a leucina (49,9 mg/100g), isoleucina (8,58 mg/100g), 
prolina (5,02 mg/100g), serina (17,4 mg/100g), treonina (15,1 mg/100g) e a fenilalanina 
(32,1 mg/100g) encontram-se presentes em teores superiores do que nos cogumelos 
tóxicos. Analisando as espécies e as respectivas médias dos aminoácidos quantificados, 
é uma espécie de cogumelo não tóxica (C. odora) que apresenta o maior conteúdo total 
de aminoácidos (127 mg/100g) em contraste com a espécie tóxica A. citrina com um teor 
médio em aminoácidos de 4,16 mg/100g. 
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Salientam-se diferenças entre os aminoácidos e a sua distribuição nas diferentes 
espécies, por exemplo, no caso do aminoácido alanina, entre as espécies T. equestre 
(507 mg/100g) e T. acerbum (25,5 mg/100g). O aminoácido serina, para ambos os 
grupos, encontra-se estatisticamente diferente entre a espécie C. gibba (12,5 mg/100g) e 
a C. odora (36,8 mg/100g). Em termos de concentração média os cogumelos tóxicos face 
aos não tóxicos possuem menores valores de aminoácidos, oscilando entre 3,81 – 190 
mg/100g na classe de cogumelos tóxicos e, nos não tóxicos varia de 5,02 – 302 mg/100g 
(tabela 7).  
O valor médio do total das concentrações de aminoácidos nas espécies tóxicas é 
de 269 mg/100g e de 472 mg/100g nas espécies não tóxicas. Estes valores são 
semelhantes às gamas de concentração obtidas (325 mg/100g) por Carvalho et al., 2014. 
 Na análise foram identificados e quantificados 11 ácidos gordos, sendo eles: ácido 
pelárgico, ácido cáprico, ácido láurico, ácido mirístico, ácido pentadecanóico, ácido 
palmítico, ácido margárico, ácido linoleico, ácido oleico, ácido esteárico e o ácido 
eicosanóico (tabela 8).  
A análise dos resultados dos ácidos gordos nos grupos das espécies tóxicas e 
não tóxicas, mostrou que o ácido oleico (C18:1n-9) é em ambos os grupos é aquele que 
está presente em maior concentração, sendo que nos cogumelos tóxicos, nomeadamente 
na espécie A. phalloides, está presente em 966 mg/100g. Nos cogumelos não tóxicos, 
por exemplo, a espécie T. sejunctum possui 567 mg/100g deste ácido gordo. Em termos 
médios, o ác. oleico presente nas amostras tóxicas e não tóxicas é de 399 mg/100g e 
209 mg/100g. Em contraste com este composto, encontra-se o ácido linoleico (C18:2n-6) 
com um teor de 0,077 mg/100g na espécie tóxica T. acerbum e, no grupo das espécies 
não tóxicas, o ácido margárico (C17:0) quantificado foi de 1,18 mg/100g. 
No geral, não são claras as diferenças entre os cogumelos tóxicos e não tóxicos 
no que se refere aos conteúdos de ácidos gordos. Os ácidos pelárgico (C9:0) e cáprico 
(C10:0) em ambos os grupos, foram obtidos em valores de 3,02 mg/100g e 3,57 mg/100g 
no grupo dos tóxicos e, nos não tóxicos 2,89 mg/100g e 2,81 mg/100g, respectivamente. 
O ác. láurico (C12:0) nos cogumelos tóxicos foi de 4,36 mg/100g e nos não tóxicos 4,01 
mg/100g. O ácido míristico (C14:0) presente em cogumelos tóxicos foi de 19,7 mg/100g e 
em espécies não tóxicas 16,7 mg/100g, quanto ao ácido pentadecanóico (C15:0) a 
concentração em cogumelos tóxicos e não tóxicos foi de 21,3 e 25,2 mg/100g, 
respectivamente. O ácido palmítico (C16:0) foi, juntamente com o ácido oleico, o ácido 
detectado em maior concentração, sendo de 156 mg/100g em cogumelos não tóxicos e 
132 mg/100g em cogumelos tóxicos. O ácido margárico (C17:0) quantificado foi de 3,17 
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mg/100g e de 3,56 mg/100g em cogumelos tóxicos e não tóxicos, o teor de ácido linoleico 
(C18:2n-6) presente em cogumelos tóxicos foi de 4,96 mg/100g e de 5,94 mg/100g; 
concentração de 69,4 mg/100g e 54,2 mg/100g foram as concentrações obtidas para o 
ácido esteárico (C18:0), por fim, o ácido eicosanóico (C20:0) foi detectado em 
concentrações de 8,64 e 7,50 mg/100g.  
No global, as concentrações dos ácidos gordos obtidos em concentração mais 
elevada nos cogumelos estudados, ácido palmítico e oleico, são concordantes com a 
informação bibliográfica existente (Kavishree et al., 2008; Yilmaz et al., 2005; Pedneault 
et al., 2006).  
Estatisticamente salientam-se as diferenças nos grupos de cogumelos tóxicos, 
nomeadamente, nas espécies L. chryssorrheus (356 mg/100g) e M. rosea (42,9 mg/100g) 
e, também ocorrem diferenças estatísticas nos cogumelos B. aereus (23,8 mg/100g) e B. 
queletti (10,6 mg/100 g) para o ácido míristico. 
A concentração média da soma do total de ácidos gordos quantificados foi de 693 
mg/100g nas espécies de cogumelos tóxicos e de 464 mg/100g nos cogumelos não 
tóxicos. Comparando os valores calculados aos publicados por Carvalho et al., 2014, os 
presentemente determinados encontram-se ligeiramente superiores à gama de 
concentração obtida por Carvalho et al., 2014 (345 mg/100g). 
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Tabela 7- Aminoácidos quantificados nas espécies de cogumelos tóxicos e não tóxicos, mg/100g (peso de cogumelo liofilizado). 
Amostras














































































































































































































































































































































a-j : Valores da mesma coluna que não apresentam a mesma letra  de acordo com o teste de Tukey (p>0.05) são diferentes.
nd - não detectado.
nq - não quantificado.
15,1 32,1
9,07 8,78 13,4
302 23,5 18,5 49,9 8,58 5,02 17,4
190 17,2 12,4 9,07 4,59 3,81
Aminoácidos (Tempo de Retenção)
Alanina             
(3.28 min)
Glicina                  
(3.41 min)
Valina                    
(4.05 min)
Leucina             
(4.35 min)
Isoleucina          
(4.58 min)
Treonina          
(5.17 min)

























Prolina                        
(4.65 min)








Tabela 8 - Ácidos gordos quantificados nas espécies de cogumelos tóxicos e não tóxicos, mg/100g (peso de cogumelo liofilizado). 










































































































































































































TE 2,90 ± 0,02b 2,84 ± 0,08b 4,14 ± 0,02bc 9,19 ± 1,79bcd 36,6 ± 1,7hij 283 ± 24k 3,21 ± 0,55cdef 5,09 ± 0,30fg 409 ± 13ef 36,0 ± 0,7bcd 7,66 ± 0,72cde
média























































































































































































a-j : Valores da mesma coluna que não apresentam a mesma letra  de acordo com o teste de Tukey (p>0.05) são diferentes.
nd - não detectado.
2095,943,5613225,216,7
3,17 4,96 399 69,4 8,64
2,89 4,012,81 7,5054,2






(C18:1 n-9)                        
(9.97 min)
Ác. Esteárico 








Ácidos gordos (Tempo de Retenção)
Amostras
Ác. Pelárgico                   
(C9:0)              
(5.04 min)
Ác. Cáprico 
(C10:0)                
(5.64 min)
Ác. Láurico 
(C12:0)                
(6.81 min)
Ác. Míristico 




(C15:0)                         
(8.39 min)
Ác. Palmítico 
(C16:0)                      
(8.90 min)
Ác. Margárico 
(C17:0)                
(9.46 min)
Ác. Linoleico 










No presente estudo apenas foi detectado o ergosterol (ergosta-5,7,22-trien-3β-ol) 
numa concentração média de 136 mg/100g nas espécies tóxicas e de 155 mg/100g nas 
espécies não tóxicas (Tabela 9). A espécie tóxica com maior conteúdo deste composto é 
a H. fasciculare (235 mg/100g) e na espécies não tóxica, a M. melanoleuca (276 
mg/100g). Os valores médios de concentração obtida encontram-se dentro da gama de 
concentração quantificada por Carvalho et al., 2014 (102 mg/100g). 
O ergosterol, precursor da vitamina D2, é o esterol que mais é detectado nos 
cogumelos na análise laboratorial e, também, o mais abundante (Mattila et al., 2002).  
 
Tabela 9 - Ergosterol quantificado nas espécies de cogumelos tóxicos e não tóxicos, mg/100g (peso 
de cogumelo liofilizado). 
Amostras
AC 26,3 ± 1,9
ab
AM 20,1 ± 1,6
ab
AP 265 ± 10
ij
AV 179 ± 10
efg
CD 44,9 ± 2,9
abc
HF 235 ± 9
hi
LC 199 ± 20
g
MR 45,7 ± 10,7
abc
PI 183 ± 6
ef
TA 182 ± 12
ef
TE 115 ± 15
d
média
BA 207 ± 2
gh
BQ 160 ± 14
ef
CG 58,9 ± 1,7
bc
CO 65,8 ± 8,3
c
LD 56,4 ± 6,0
bc
LN 183 ± 2
fg
MM 276 ± 18
j
TS 146 ± 18
de
XS 245 ± 9
ij
média










a-j : Valores da mesma coluna que não apresentam a mesma letra  de acordo com o teste de Tukey (p>0.05) são diferentes.
nd - não detectado.  
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Posteriormente à determinação das concentrações dos compostos identificados 
realizou-se uma ACP para melhor interpretar os dados obtidos. Este método descritivo 
permite representar, sob a forma de gráfico, o máximo de informação possível contida 
numa tabela de resultados. Os dados de base utilizados para a construção do gráfico 
encontram-se nas tabelas 7,8 e 9. As variáveis química utilizadas estão representadas na 
tabela 10. 
 
Tabela 10 - Variáveis químicas utilizadas na ACP. 
Variável Código Variável Código 
Alanina A1 Ác. láurico (C12:0) G3 
Glicina A2 Ác. míristico (C14:0) G4 
Valina A3 Ác. pentadecanóico (C15:0)  G5 
Leucina A4 Ác. palmítico (C16:0) G6 
Isoleucina A5 Ác. margárico (C17:0) G7 
Prolina A6 Ác. linoleico (C18:2,n-6) G8 
Serina A7 Ác. oleico (C18:1,n-9) G9 
Treonina A8 Ác. esteárico (C18:0) G10 
Fenilanina A9 Ác. eicosanóico (C20:0) G11 
Ác. pelárgico (C9:0) G1 Ergosterol E 
Ác. cáprico (C10:0) G2   
 
Na análise, os indivíduos representados são 60 e correspondem às 20 amostras 
de espécies de cogumelos, cujos códigos estão referenciados na tabela 4. No estudo 
foram apenas utilizadas 14 variáveis, nomeadamente, as referentes aos códigos A1, A2, 
A3, A6, A7, A8, A9, G2, G4, G7, G8, G9, G10 e G11. Esta selecção foi efectuada por 
permitir uma melhor separação dos dados. 
Pela interpretação da figura 6A, pode observar-se que determinadas variáveis 
contribuem de forma significativa para a construção do eixo 1 (CP1), sendo elas: alanina 
(A1), valina (A3), prolina (A6), serina (A7), treonina (A8) e a fenilalanina (A9). Por outro 
lado, para a construção do componente principal 2 (CP2), os ácidos gordos: ácido 
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míristico (G4), ácido oleico (G9), ácido esteárico (G10) e o ácido eicosanóico (G11) são 
as variáveis mais importantes, enquanto que o ácido cáprico (G2) e ácido margárico (G7) 
são as variáveis mais correlacionadas para a construção do eixo 3 (CP3). CP1 contribui 
com 35.3% da variabilidade total, a CP2 representa 23.3% e a CP3 representa 13.8%. Os 
três componentes utilizados representam 72,4% (percentagem cumulativa) da 
variabilidade total. 
Na Figura 6B, observa-se que ao utilizar compostos que são, habitualmente, analisados 
por este método, não é possível diferenciar as classes tóxicos e não tóxicos. Por este 
motivo, procedeu-se a uma análise „’non-targeted’’ através da aplicação dos picos dos 
cromatogramas totais correspondentes aos compostos derivatizados com MSTFA para 


























Figura 6 - ACP dos resultados da análise ''multi-target''. 
(B)
ACP1 (35.3%)




























































































Para além da abordagem direccionada com o intuito de determinar aminoácidos, 
ácidos gordos e esteróis, também se desenvolveu uma abordagem não direccionada 
para outros metabolitos que interactuem com o reagente de derivatização usado em 
laboratório, uma vez que o MSTFA tem capacidade em interagir com diversos grupos 
funcionais (hidroxilos e aminas), entre os quais, a derivatização dos grupos hidroxilos dos 
açúcares (Pereira et al., 2010). 
Para a análise dos dados realizou-se PLS-DA dos cromatogramas totais.  
A figura 7 mostra os resultados obtidos pela análise multivariada da análise ‘’multi-
target’’ das amostras analisadas. 
 
● – Não tóxicos ■ – Tóxicos 
Figura 7 - PLS-DA das amostras da análise ‘’multi-target’’. 
 
Conforme consta na figura 7, a variável latente 2 (VL2) é a principal responsável 
na separação entre os grupos de cogumelos tóxicos e não tóxicos, com valor de Q2 
0,497. 
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Evidencia-se a separação das classes em estudo através da análise dos 
cromatogramas totais das amostras derivatizadas. Por essa razão, um gráfico de 
‘’loadings’’ foi realizado para conhecer quais os picos cromatográficos responsáveis pela 
separação entre cogumelos tóxicos e não tóxicos (Figura 8). 
 
Figura 8 - ‘’Loadings’’ dos dados do PLS-DA obtidos da análise ‘’multi-target’’. Com seta vermelha, 
assinalaram-se os compostos a ser identificados. 
 
É evidente na zona dos „’loadings’’ de representação positiva (Classe dos 
cogumelos tóxicos) e nos „’loadings’’ de representação negativa (Classe dos cogumelos 
não tóxicos) picos de elevada intensidade, que englobam metabolitos já identificados e 
quantificados no ponto anterior, tal como o ácido oleico, ácido linoleico e ácido 
pentadecanóico. Outros dos quais, assinalados com seta vermelha, foram sujeitos a uma 
tentativa de identificação com recurso às ferramentas disponíveis. Salienta-se que os 
compostos assinalados são encontrados em 95,0% das espécies, no caso do ác. 
pentadecanóico, o ácido oleico em 85,0% das amostras totais e, o ácido linoleico é 








































LV2 3 12,81 73+371 Todos 
excepto BQ, 
LC e MR 
Lípido Indeterminado 
LV2 4 12,95 73+361 Todos 
excepto AV 
Açúcar Indeterminado 
LV2 5 14,14 73+129 Todos 
excepto XS 
Lípido Indeterminado 
*- Tentativa de identificação através da biblioteca de dados NIST05 MS 
 
Os compostos identificados (Tabela 11) como composto 1 e 2 fazem parte dos 
açúcares de 5 e 6 carbonos, respectivamente. Os compostos identificados com estrutura 
química de açúcar de 5 carbonos poderão ser xilitol [1739] ou o adonitol [1756], uma vez 
que a tentativa de identificação não conclui a qual dos isómeros poderia estar associado.  
O composto xilitol e o adonitol, isómeros, são compostos cujos espectros de 
massa tem os m/z 73 e 217. O açúcar xilitol é muito utilizado, pelas propriedades que lhe 
são intrínsecas, como adoçante. É, também, apreciado por induzir uma libertação lenta 
da insulina, daí quem pratica dietas com baixo teor de hidratos de carbono se associar ao 
consumo deste composto (Peterson, 2013), embora seja uma substância considerada 
tóxica para os animais (Xia et al., 2008; Carvalho et al., 2014).  
Este açúcar e o sorbitol já foram anteriormente identificados em cogumelos da 
espécie Craterellus odoratus (Schwein.) Fr., oriundos das florestas tailandesas (Sanme et 
al., 2003). 
Os compostos 3, 4 e 5 não foram identificados e, assim não existem detalhes 
quanto às moléculas que possam estar associadas aos compostos assinalados. 
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Pressupõe-se que a família química aos quais essas estruturas pertencem será aos 
ácidos gordos (composto 3 e 5) e aos açúcares (composto 4).  
Para os compostos identificados por método não direccionado através dos 
„’loadings’’, procedeu-se à normalização dos dados através da razão „‟área do metabolito 
/ área do padrão interno de referência‟‟ (Tabela 12) e, com esses valores e os valores dos 
ácidos pentadecanóico, linoleico e oleico, já determinados anteriormente, construiu-se um 
histograma de forma a visualizar a distribuição dos compostos nas duas classes em 
estudo (Figura 9).  
 
Figura 9 - Representação gráfica dos ‘’loadings’’ principais em que se relacionam os compostos com 
as classes em estudo (cogumelos tóxicos e não tóxicos). Os valores representam a média das razões 
de área ± desvio padrão. * - estatisticamente diferentes para p<0.05 
 
 A análise ANOVA revela que existem diferenças estatísticas entre espécies e 
entre cada composto apresentado (Tabela 12). Tal se verifica, na espécie tóxica P. 
involutus em que o composto 2 e 3 está em saliência, nas espécies não tóxicas estão em 
relevo o composto 1, 4 e 5, respectivamente, nas espécies X. subtomentosus, L. 
deliciosus e C. odora.  
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Tabela 12 - Razão de áreas dos compostos evidenciados no gráfico de ‘’loadings’’ (Espécies tóxicas e 
não tóxicas). 
C1 C2 C3 C4 C5
AC 0.137±0.016a 0.657±0.095h 0.123±0.015bcde 0.340±0.020a 0.167±0.015def g
AM 0.151±0.023a 0.677±0.049hi 0.677±0.119J 0.370±0.017a 0.130±0.026cde
AP nda 0.797±0.031i 0.190±0.026ef nda 0.210±0.010ef gh
AV 0.263±0.086a 1.07±0.031J 1.05±0.04k 1.20±0.04a nda
BQ 3.40±0.69b nda 0.027±0.006ab 9.45±1.27b 0.030±0.000ab
CD nda 0.223±0.015bc 0.050±0.010abcd 0.190±0.000a 0.220±0.000f gh
HF 0.391±0.068a 0.517±0.021g 0.343±0.021gh 0.340±0.035a 0.430±0.052i
LC nda nda 0.243±0.035f g 13.4±2.9b 0.223±0.015f gh
MR nda nda 0.110±0.000abcd 9.71±0.34b 0.287±0.006h
PI 0.146±0.018a 1.52±0.08k 1.06±0.03k 1.65±0.07a 0.197±0.021def g
TE 0.105±0.004a 0.340±0.020cde 0.130±0.010bcde 19.5±2.2c 0.113±0.006bcd
BA 3.14±0.84
b 0.297±0.006cde 0.153±0.006def 0.450±0.017a 0.387±0.040i
CG 0.058±0.005
a 0.323±0.006cde 0.047±0.006abcd 0.010±0.000a 0.070±0.010abc
CO 0.108±0.030
a 0.270±0.020bcd 0.353±0.076gh 1.55±0.08a 0.993±0.012i
LD 0.066±0.002
a 0.133±0.021ab 0.033±0.006a 30.6±4.3d 0.240±0.010gh
LN 0.103±0.009
a 0.373±0.071def 0.150±0.026cdef 0.570±0.100a 0.140±0.020cdef
MM 0.095±0.026
a 0.217±0.032bc 0.437±0.012gh 0.123±0.006a 0.567±0.006j
TA 0.075±0.004
a 0.150±0.030b 0.513±0.032a 10.4±0.0b 0.433±0.067i
TS nd
a 0.497±0.047ef 0.210±0.040ef 27.3±2.7d 0.077±0.015abc
XS 8.76±4.09






Legenda:  a-j : Valores da mesma coluna que não apresentam a mesma letra  de acordo com o teste de Tukey (p>0.05). são diferentes.
nd – não detectado.  
 
4.2. Determinação de compostos voláteis  
4.2.1. Abordagem direccionada 
Foram identificados os compostos voláteis pela comparação dos tempos de 
retenção dos picos cromatográficos, com os padrões analisados nas mesmas condições 
cromatográficas. Os espectros de massa das amostras foram também submetidos à 
análise pela biblioteca de espectros de massa da NIST05. 
Os compostos identificados nas 31 espécies de cogumelos, estão enumerados na 
tabela 13. Também se encontra registado o grupo funcional a que pertencem as 
moléculas, a sua identificação, os tempos de retenção (minutos) e os iões de 
quantificação (m/z). 
Os compostos voláteis das espécies de cogumelos tóxicos e não tóxicos obtidos 
são abrangentes, dado que, 43 compostos de diferentes grupos químicos foram 
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identificados. Detectaram-se moléculas dos grupos dos ácidos carboxílicos (1), álcoois 
(8), aldeídos (8), cetonas (8), ésteres (8), furanos (2), sesquiterpenos (6) e terpenos (2).  
Particularmente, o 1-octen-3-ol, a 3-octanona e o 3-octanol são compostos com os 
maiores números de detecções. Todos estes compostos estavam presentes na maioria 
dos cogumelos, com excepção: nas espécies tóxicas A. vaginata, A. rubescens, L. 
chryssorrheus, T. ustale e nas espécies não tóxicas L. laccata, L. nuda, L. purpureabaria.  
Estes compostos C8 estão presentes, homogeneamente, salvo pontuais 
excepções, entre espécies de características tóxicas e não tóxicas, não sendo, então, à 
partida compostos que permitam diferenciar cogumelos, uma vez que são aqueles mais 
comuns em cogumelos e os mais citados na bibliografia (Jong et al., 2014). De referir, 
ainda, que estes compostos voláteis poderão ter origem pela cisão de ácidos gordos 
polinsaturados (ácido linoleico) pela acção de uma enzima tipo lipooxigenase, embora o 
mecanismo ainda não se encontre totalmente conhecido (Combet et al., 2009., Matsui et 
al., 2003). 
O 1-octen-3-ol foi detectado em 45.1% das espécies de cogumelos analisadas, o 
3-octanol em 41.8% e a 3-octanona em 64.4% das espécies. Sendo que 19.3% das 
detecções do 1-octen-3-ol ocorreram em espécies tóxicas e 25.8% em espécies não 
tóxicas.  
No grupo dos aldeídos, o benzaldeído foi detectado em ambos os grupos tóxicos 
e não tóxicos; no entanto, 32.2% foram relativos aos cogumelos com toxicidade e 16.1% 
nos cogumelos não tóxicos. Por sua vez, o 3-metilbutanal está presente em 22.5% e 
25.8% na classe tóxica e não tóxica, respectivamente.  
A 3-octanona encontra-se presente em 22.5% nas espécies tóxicas e 19.5% nas 
espécies não tóxicas. Em contrapartida, a 3-octanona foi identificada em 32.2% para 
ambos os grupos. Outro composto cetónico que se salientou nos cogumelos não tóxicos 
foi a 2-nonanona tendo sido detectada em 16.1% das espécies em contraste com os 22.5 
% das amostras tóxicas. 
O „‟éster 8‟‟ presente em 19.3% nas espécies não tóxicas e, em percentagem 
superior nas espécies tóxicas, 25.8%, desperta a atenção para este composto e para 
compreender e identificar qual a molécula associada e desenvolver estudos adequados 
para compreender que papel poderá apresentar enquanto elemento capaz de dividir 
quimiotaxonomicamente os cogumelos em dois grandes grupos: tóxicos e não tóxicos. A 
mesma situação se prende com o grupo dos furanos, em que 16.1% dos cogumelos 
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tóxicos possuíam o composto „‟furano 1‟‟ em contraste com 3.22%, nos cogumelos não 
tóxicos. 
Do grupo funcional dos sesquiterpenos e terpenos distinguem-se o „‟sesquiterpeno 
6‟‟ com maior percentagem nos cogumelos tóxicos (25.0%) do que nos não tóxicos 
(19.3%), tal como os terpenos linalol (tóxicos: 16.1%; não tóxicos: 12.9%) e trans-
nerolidol (tóxicos: 19.3%; não tóxicos: 16.1%). Dos compostos com menor números de 
detecções encontram-se o octanal, „‟cetona 1‟‟, „‟éster 2‟‟, „‟éster 3‟‟, „‟éster 4‟‟ e 
sesquiterpeno 1 (tabela 13). 
O maior número de compostos voláteis detectados é atribuído às espécies tóxicas 
H. fasciculare e T. acerbum, respectivamente, com um total de 54.7% e 57.1%. Por outro 
lado, as espécies tóxicas A. rubescens, L. chryssorrheus e os cogumelos não tóxicos L. 







Tabela 13 - Compostos voláteis detectadas nas espécies de cogumelos tóxicas e não tóxicas. 
Ác. carboxílicos Ác. carboxílico 1 9 296 71 + - - + - - - + - - + + - + - - - + - + + + - + + + + - - - -
1-Hexanol 5 939 57 - - - + - - + + - - + + - + - - + - + + - + - + - - - - - - -
Álcool 1 8 824 57 + + - - - - - - - - + - - + - - - - - - + - - - - - - - - - -
1-octen-3-ol 8 856 57 - + - + - - + + - - + + - - - - + + + + + + + - - - - + - - -
3-octanol 9 275 71+73 + + - + - - - + - - + + - + - - - - - + - - - - - - + + + + +
(E)-2-octen-1-ol 11 509 57 + - - + - - - + - - + - - + - - + + + - - + - + + - - - - - -
Álcool 2 12 391 45+69 - - - - - - - - - + - - - - - - + - - - - + - - - - - - - - -
Álcool 3 12 407 57 - - - - - - - - - - - + + + - - - - - - + - - + - - - + - - -
2-feniletanol 12 939 91+122 + - - + - - - + - + - - - + - - + + - + - + - - - - - - - - -
Pentanal 2 322 44+58 - + - + - - - - - + + - - - - - - + - - - - - + - - + - - - -
3-metilbutanal 2 326 57+58 + + - + - - + + - + - + - - - + + - + + - + - + + - + - - - -
Aldeído 1 2 389 58 - + - + - - - + - - - - - - - + + + + - + + - - + - + + - - -
Hexanal 4 211 56 - - - - - - + + - - - + - + - - - - - - + - - + + - - - - - -
Benzaldeído 8 425 105 + - - + - + + + + - - + + + + + - - - + + - - - + - - + - -
Octanal 9 468 84 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - + - - - - - -
Fenilacetaldeído 10 820 91 + - + - - - - - - - - + - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
(E)-2-octenal 11 160 55+70 - - - - - - + + - - + + - + - - - - + - + - - + + - - + - - -
Cetona 1 6 319 58 - - - - - - - - - + - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
1-octen-3-ona 8 713 55+70 - + - - - - + + - - + + - + - - + + + - + + - - - - - - - - -
3-octanona 8 989 57+99 + + + + - - + + - + + + + - - + + + + + + + + - - - + + - - -
Cetona 2 9 073 58 - - - - - - - - - + - - - - - - - - - - + - - - + - - - - - -
2-nonanona 11 996 58 + - - + + - - - + + - - - - + + + + - - + - + - - + - - - -
Cetona 3 17 781 58 + - - + - - + + - + + + - + - - - + + + + + - + + - - + - - -
Cetona 4 22 991 58 + - - - - - - - - + - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
Cetona 5 27 606 58 + - - - - - - - - + - - - - - - - - - - - - - + - - - - - - -
Éster 1 5 271 102 - - - - + - - - - - - - - - - + - - - - - - - - - - - - - - -
Éster 2 5 382 57+88 - - - - + - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
Éster 3 14 339 87 - - - - - - - - - - - + - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
Éster 4 14 342 81+157 - - - - - - - - - - - + - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
Éster 5 15 032 88 - - - - - - - + - - - + - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
Éster 6 16 982 104 - - - - - - - + - - - + - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
Éster 8 33 619 88 + + - + - - - + - + - + - - - + + + + + - + - + + - - - - - -
Furano 1 3 221 71 - + - + + - - + - + - - - - - - - - - + - - - - - - - - - - -
Furano 2 9 023 81 - - - - - - + + - - - + - + - - - - - - - - + - - - - - - - -
Sesquiterpeno 1 18 969 159+174 - - - - - - - - - + - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
Sesquiterpeno 2 21 094 161+204 - - - - - - + - - - - - - - - - + - - + - + - + - - - - - - -
Sesquiterpeno 3 21 525 121+189 - - - - - - + - - - - + - - - - - - - - - - - - + - - - - - -
Sesquiterpeno 4 21 855 81+108 - - - - - - - - - + - - - - - - - - - - - + - + - - - + - - -
Sesquiterpeno 5 21 865 161+204 + - - + - - + + - + - + + + - - + + - + + - - - + - - - + - -
Sesquiterpeno 6 23 507 161+204 - - - - - - + + - - - + - - - - + - - + + - - + + - - - - - -
Linalool 12 310 93+121 - - - - - - + + - + + + - - - - - - - + - - - + - - + + - - -
Trans-nerolidol 24 492 69+93 - + - - - - + + - + - + - + - - + - - + + - - + + - - - - - -
(+)  Detectado (-) Não detectado
XS
AMOSTRAS DE COGUMELOS  TÓXICOS
LN LP MM RC TM TS
AMOSTRAS DE COGUMELOS NÃO TÓXICOS


















É importante focar o estudo em diferentes compostos voláteis, muitos dos quais, 
possivelmente, presentes em menores quantidades, mas que podem ser úteis para a 
distinção de cogumelos. Nas cromatogramas obtidos, verificou-se a presença de 
compostos que não correspondiam às moléculas usuais. De forma a identificar moléculas 
responsáveis pela separação dos grupos (tóxico e não tóxico) e com valor 
quimiotaxonómico, procedeu-se a uma análise não direccionada dos cromatogramas 
totais por PLS-DA (Figura 10).  
● – Tóxicos ■ - Não tóxicos 
Figura 10 - PLS-DA dos compostos voláteis. 
 
Conforme é representado na figura 10, observa-se que a variável latente 1 (LV1) é 
a principal responsável na separação entre os grupos, com valor de Q2 0,254.  
Nos resultados é evidente a distinção das classes separadas em tóxicos e não 
tóxicos (Figura 10). Verifica-se, no caso das amostras R. cyanoxantha e L. chryssorrheus 
um maior distanciamento entre réplicas o que pode estar relacionado com alguma 
variabilidade na amostra, nomeadamente a dificuldade em obter uma toma homogénea. 
 
Pelo facto de se visualizar a separação de classes, a execução de um gráfico de 
‘’loadings’’ permite a observação dos compostos que contribuem para a da separação 




 Figura 11 - Loadings resultantes do PLS-DA dos componentes voláteis. Com seta vermelha, 
assinalam-se os compostos a ser identificados. 
 
Na figura 11 observam-se compostos com maior intensidade nos ’’loadings’’ de 
representação positiva (Classe dos cogumelos não tóxicos) e nos „’loadings’’ de 
representação negativa (Classe dos cogumelos tóxicos). Entre os compostos 
responsáveis pela separação encontram-se o 3-octanol, 3-octanona, (E)-2-octen-1-ol, 3-
metilbutanal e 2-feniletanol.  
Embora os compostos detectados e atrás mencionados estejam distribuídos 
homogeneamente entre todas as espécies, surgiram no gráfico outros compostos em 
evidência (setas vermelhas), os quais se prende compreender a contribuição de cada 












Tabela 14 - ‘’Loadings’’ principais obtidos pela análise dos resultados. 
 
 *- Tentativa de identificação através da biblioteca de dados NIST05 MS; 
O composto 1 e composto 2 pertencem ao grupo dos sesquiterpenos, 
nomeadamente, a β-cariofileno e ao δ-guaieno, respectivamente (Tabela 14).  
O composto β-cariofileno, entre outros sesquiterpenos, foi identificado no fungo 
Basidiomycetes Fomitopsis pinicola (Swartz Ex Fr.) pela equipa de Rösecke et al. (2000). 
Este é um composto, utilizado como fragância na indústria, semelhante ao linalol e 
limoneno, ao contactar com o ar oxida-se, e origina um subproduto, óxido de cariofileno. 
Também se desenvolveu um estudo que relacionou o β-Cariofileno e a actividade 
alergénica que poderia desenvolver quando em contacto com a derme. Este composto 
que apresenta um odor característico a madeira e a pimenta (Sköld et al.,2005). 
Quanto ao composto 2, δ-Guaieno, não existem artigos científicos que relatem a 
existência deste composto em cogumelos, no entanto, existem referências a isómeros 
desta molécula, nomeadamente, do β-guaieno detectado como metabolito produzido pela 
Penicillium (Larsen et al., 1995). Jong et al., (1994) referiram a presença do isómero α-
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Aos compostos 3 e 4, não foi possível concluir a identificação pela ambiguidade 
existente no reconhecimento. No entanto, manteve-se a certeza quanto aos grupos 
funcionais: cetona e amida, respectivamente. O grupo funcional cetónico (Composto 3) 
tem sido relatado como um grupo comum em cogumelos. Malheiro et al. (2013), afirmou 
que nas espécies analisadas no decorrer do seu trabalho, este grupo era abundante e 
importante, o que vem realçar a importância da investigação destes compostos. 
Determinou-se que a molécula associada ao „’loading’’ do composto 4 
pertencente ao grupo das amidas. Pode ser um exemplo de um metabolito relevante, 
uma vez que se encontra presente em várias espécies tóxicas e em duas espécies de 
cogumelos não tóxicos (A. sylvicola e B. edulis), o que sugere importância para o 
desenvolvimento de estudos mais aprofundados nas espécies em que o mesmo se 
encontra.  
 
Figura 12 - Representação gráfica dos ‘’loadings’’ principais em que se relacionam os compostos com 
as classes em estudo (cogumelos tóxicos e não tóxicos). Os valores representam a média das razões 
de área ± desvio padrão. * - estatisticamente diferentes para p<0.05 
 
O histograma (Figura 12) demonstra que a distribuição de voláteis no gráfico de 
„’loadings’’ não são proporcionais entre as classes de cogumelos tóxicos e não tóxicos, 
evidenciando que o composto 3-octanol está presente no grupo de cogumelos não 
tóxicos de forma mais evidente do que nos cogumelos tóxicos, assim como o (E)-2-octen-
1-ol, embora, em quantidades inferiores. 
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Estudos posteriores deverão ser levados a cabo para melhor compreender a 
natureza do perfil volátil dos cogumelos e de que forma estes compostos contribuem para 
as suas característicias, considerando o local em que se desenvolvem e as suas 
propriedades. 
No trabalho desenvolvido por Carvalho et al., 2014 estes orientaram o estudo 
numa perspectiva direccionada, identificando os compostos voláteis de oito carbonos (1-
octen-3-ol, 3-octanona, 3-octanol, trans-2-octenal e trans-2-octen-1-ol) e o terpeno, 
linalol. No presente trabalho alargamos o estudo a mais famílias químicas de compostos 
presentes no perfil de compostos voláteis, nomeadamente a ácidos carboxílicos, álcoois, 




















































O método ‘’multi-target’’ permitiu que fossem identificados e quantificados 9 
aminoácidos (alanina, glicina, valina, leucina, isoleucina, prolina, serina, treonina e 
fenilalanina), 11 ácidos gordos (ácido pelárgico, ácido cáprico, ácido láurico, ácido 
mirístico, ácido pentadecanóico, ácido palmítico, ácido margárico, ácido linoleico, ácido 
oleico, ácido esteárico e o ácido eicosanóico) e 1 esterol (ergosterol) em cogumelos. 
Outros compostos, como os açúcares, foram também detectados o que vem de encontro 
com a natureza nutricional e variada existente nos macrofungos.  
A ACP realizada não permitiu observar a separação das espécies de cogumelos 
em estudo em tóxicos e não tóxicos, tal dever-se-á ao facto dos metabolitos quantificados 
não serem os responsáveis pela separação das espécies e, assim, iniciar uma análise 
não direccionada, com recurso ao PLS-DA para verificar nos cromatogramas totais dos 
compostos derivatizados com MSTFA a existência de compostos responsáveis pela 
separação das classes e que não foram identificados ou quantificados previamente. Por 
esta metodologia, „‟não direccionada‟‟, visualizou-se a separação das espécies de 
cogumelos em duas classes – classe de cogumelos tóxicos e classe de cogumelos não 
tóxicos.  
Na análise ‘’multi-target’’ e na detecção de compostos voláteis, foi possível 
detectar compostos que se evidenciaram enquanto moléculas responsáveis pela 
separação de cogumelos tóxicos e não tóxicos. Na determinação dos aminoácidos, 
ácidos gordos e ergosterol, identificaram-se 5 moléculas, sendo elas: os açúcares 
xilitol/adonitol, sorbitol, um outro açúcar não identificado, bem como 2 lípidos. Nos 
compostos voláteis identificaram-se dois sesquiterpenos (β-cariofileno e δ-guaieno), 1 
composto cetónico e uma amida. 
Os resultados expressam a necessidade de promover estudados mais profundos, 
dando continuidade ao trabalho, de forma a identificar, quantificar e compreender os 
diferentes metabolitos dos mais diversos grupos químicos e que importância representam 
para diferenciar espécies de cogumelos existentes e apostar, assim, em medidas de 
prevenção e de tratamento de intoxicações de forma mais eficaz e focada.  
 Pelo método não direccionado foram identificados em praticamente todas as 
espécies de cogumelos os principais compostos voláteis (estruturas com oito carbonos), 
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nas outras amostras analisadas, os voláteis poderiam não estar presentes ou então, 
estarem em quantidades tão diminutas que não seriam detectadas. A ausência também 
pode justificar-se com o habitat onde os cogumelos se desenvolveram, assim como, o 
estado de maturação em que se encontravam no momento da colheita. Outros 
compostos de interesse foram detectados pela técnica utilizada, enriquecendo o trabalho 
e trabalhos futuros nesta temática. 
O Benzaldeído foi o único volátil a ser detectado nas espécies tóxicas A. 
rubescens, L. chryssorrheus, T. ustale tornando-se promissor enquanto possível 
metabolito para a auxiliar na identificação de espécies sendo este composto o elemento 
comum nestas amostras.  
 Lomascolo et al.(1999) referiram no estudo que desenvolveram que o aminoácido 
L-fenilalanina poderá ser biotransformado em dois compostos químicos: o benzaldeído e 
o 2-feniletanol, também detectado em algumas das espécies de cogumelos analisadas no 
decorrer da tese. Ou seja, o composto volátil benzaldeído e o 2-feniletanol, detectados 
nas espécies analisadas poderam ser oriundos da deteriorização da L-fenilalanina. No 
entanto, com os resultados obtidos não foi possível correlacionar o aminoácido 
fenilalanina com os correspondentes voláteis. Esta temática poderá surtir num estudo 
interessante de forma a tentar de que forma este mecanismo ocorre e como.  
Incentiva-se a realização de estudos subsequentes sobre os compostos 
reportados nesta tese, uma vez que poderão ter importância no reconhecimento de 
cogumelos tóxicos e, também, ter um papel crucial na tentativa em identificar as 
moléculas voláteis responsáveis pela distinção de cogumelos comestíveis e tóxicos por 
animais, como cães e porcos.  
A conclusão principal deste trabalho é que a metabolómica tem uma elevada 
importância para a identificação de metabolitos em cogumelos. Neste trabalho foi 
possível identificar potenciais candidatos a marcadores quimiotaxonómicos, no entanto, 
são necessários mais estudos para investigar a importância destes compostos, bem 
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